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Resumo

O Abatacept regula a ativacdo dos Linfocitos T (LT) e modula a liberacéo de citocinas,
podendo interferir no mecanismo de cicatrizagdo. O presente trabalho visou avaliar o
processo cicatricial de Ulceras em mucosa jugal de ratos Wistar em tratamento com
Abatacept. Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, sendo um
controle tratado com solucgéo salina subcutanea, e trés grupos tratados com Abatacept por
administracdo subcutanea nas doses 3,2 (ABA 3,2), 8 (ABA 8) e 20 (ABA 20)
mg/kg/semana. A administracdo de solucdo salina e abatacept foi iniciada 14 dias antes
da confeccdo da ulcera e continuada até o final a eutanésia, realizada nos dias 1, 3, 7, 14
e 21 apo6s a inducdo da Ulcera. As Ulceras orais foram induzidas na mucosa jugal direita
com punch dermatolégico de 8mm de didmetro e 2mm de profundidade. Mensurou-se o
didametro da ulcera, variacdo ponderal e foram confeccionadas laminas para analise
histopatoldgicas (escores) e histomorfométrica (contagem de polimorfonucleares,
mononucleares, vasos e fibroblastos/miofibroblastos). Foi realizada coloragcdo de
Picrosirius Red para andlise da colagénese e imuno-histoquimica para 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS), Interleucina(lL)-1beta(1p), -6, -10, CD8 e CD30. O experimento
foi repetido para realizacdo de ensaio de permeabilidade vascular e hemograma.
ANOVA-1-way e -2-way/Bonferroni e Kruskal-Wallis/Dunn foram utilizados para
analise estatistica (GraphPad Prism 5.0®, p<0,05). O tratamento com Abatacept reduziu
o diametro da Ulcera (p<0,001), o numero de polimorfonucleares (p<0,001) e
mononucleares (p=0,027), a relacdo CD8*/CD30" (p<0,001) e a permeabilidade vascular
(p<0,001), e aumentou a colagénese (p<0,001) e a expressao de IL-10 (p=0,016) no inicio
do protocolo. Porém, na maior dose (ABA 20) houve retardo do reparo (p<0,001) do
namero de vasos (p=0,017), reducdo de fibroblastos/miofibroblastos (p<0,001), além de
prolongamento da expressdo de iNOS (p=0,026), IL-1p (p=0,007) e IL-6 (p<0,001).
Conclui-se que o abatacept acelera a cicatrizacdo de Ulceras orais através de reducdo da
migracdo de células inflamatorias, mas a sobredose leva ao retardo do reparo e

prolongamento da expressdo de citocinas pré-inflamatorias.

Palavras Chave (DeCS): Abatacept; Ulcera Oral; Linfocitos T; Cicatrizacio de feridas.



Abstract

Abatacept is known for the regulation of T cell activation and modulation of inflammatory
cytokines, and due to this to mechanisms it may interferes on wound healing. The aim of
this study was to evaluate the ulcer’s healing process on buccal mucosa of males Wistar
rats administered with Abatacept subcutaneously. The rats were randomized between a
control group, injected with saline subcutaneously, and other three study groups,
administered with Abatacept subcutaneously in the doses of 3.2 (ABA 3.2), 8 (ABA 8)
and 20 mg/kg/week (ABA 20). The administration of saline and Abatacept was performed
14 days before oral ulcer induction and continued until euthanasia, performed on days 1,
3, 7, 14 and 21 after the ulcer induction. Oral ulcers of 8 mm diameter and 2 mm deep
were induced on the left buccal mucosa. Ulcer diameter, body mass variation, Picrosirius
red, immunohistochemistry for INOS, interleukin (IL) 1 beta, IL 6, IL 10, CD8 and CD30,
vascular permeability and blood count were recorded. Histological slides were performed
for histopathological (scores) and histomorphometric  analysis, such as:
polymorphonuclear, mononuclear, angiogenesis and fibroplasia. ANOVA-1-way and -2-
way/Bonferroni and Kruskal-Wallis/Dunn were used in the statistical analysis (GraphPad
Prism 5.0®, p<0.05). Abatacept administration decreased ulcer diameter (p<0.001),
polymorphonuclear (p<0.001) and mononuclear count (p=0.027), CD8*/CD30" relation
(p<0.001) and vascular permeability (p<0.001). However, the collagenesis (p<0.001) and
IL-10 expression levels (p=0.016) increased on days 3 and 7. In the ABA 20 group, the
over Abatacept doses were related to late wound healing (p<0.001), reduced angiogenesis
(p=0.017) and extended period of high levels of INOS (p=0.026), IL 1 beta (p=0.007) and
IL 6 (p<0.001). This study demonstrated that Abatacept accelerates ulcer healing on the
buccal mucosa of male Wistar rats due to the reduced migration of inflammatory cells,
meanwhile, higher doses were associated with delayed repair and extended expression of

proinflammatory cytokines.

Keywords (MeSh): Abatacept; CTLA4 Ig; Oral Ulcer; T-Lymphocytes; Wound healing.
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I'V- Via intravenosa
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MCP-1 - Proteinas quimioatraentes de mondcitos-1
MHC- Molécula principal de histocompatibilidade
NF-«B - Fator Nuclear kappa B

NK - Células Natural Killer
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TCR- Receptor de células T

Th- Linfécitos T helper

TMA - Tissue microarray
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Treg- Linfocitos T reguladores

VCAM-1 - Molécula de adesao celular-vascular 1

VEGF- Fator de crescimento endotelial vascular
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1. INTRODUCAO

1.1  Cicatrizacio de ulceras mucosas

Ulceras orais, lesdes em regido do epitélio com exposicdo de tecido conjuntivo,
podem surgir devido a traumas mecanicos, doengas autoimunes, neoplasias, infecgdes
infecciosas, deficiéncias nutricionais ou reagdes ao uso de drogas (COMPILATO et al.,
2009), consistindo, portanto, em frequente achado na préatica clinica odontologica.

O processo de cicatrizacdo, de forma geral, é caracterizado pelo inicio do
processo inflamatorio, neoformacéo tecidual e remodelacdo (HART, 2002) em regido
mucosa ou cutanea.

A lesdo tecidual causa envolvimento de vasos sanguineos, ativacao plaquetaria
com formacdo do tampdo primario, ativacdo da cascata de coagulacdo e formacdo de
fibrina (HART, 2002). Simultaneamente, macréfagos e mastdcitos residentes liberam
aminas vasoativas (histamina e serotonina), resultando no aumento da permeabilidade
vascular, caracterizada pela saida de transudatos (eletrdlitos e pequenas moléculas),
exudatos (albumina e fibrinogénio), além da liberacdo de citocinas inflamatérias, como
Interleucina-1p (IL-1B), Fator de Necrose Tumotal-oo (TNF-a) ¢ quimiocinas,
principalmente 1L-8, que atrai neutréfilos, os primeiros leucdcitos a migrar em 24 horas
(HART, 2002; GLIM et al., 2013).

Posteriormente, entre 48 e 96 horas, 0s neutrdfilos passam a ser amplamente
substituidos por macréfagos, envolvidos no processo de debridamento da ferida, atividade
antimicrobiana, quimiotaxia, ativacdo de células inflamatérias por liberagdo de citocinas
(IL-1 B, TNF-a) (GLIM et al., 2013) e angiogénese, estimulando a sintese e
remodelamento da matriz com importante papel na orquestracdo da formacao de novos
tecidos em locais de lesdo (HART 2002; ABBAS et al., 2010; GLIM et al., 2013).

O recrutamento de linfécitos T (LT) é realizado posteriormente ao de neutréofilos
e monaocitos/macrofagos através de proteinas quimioatraentes de monaocitos-1 (MCP-1),
gue também recrutam mondcitos e células Natural Killer (NK) (ABBAS et al., 2010;
GLIM et al., 2013). Os Linfocitos T sdo recrutados por volta do terceiro e quinto dia,
atingindo sua maxima concentracdo entre o quinto e sétimo dia (a depender de LTCD4
ou LTCD8, respectivamente), e apresentam importante papel no processo de reparo, pois
sdo responsaveis pela producdo de fatores de crescimento e reguladores (FISHEL et al.,
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1987; AGAIBY e DYSON, 1999; HART, 2002; KEEN, 2008), relacionando-os com a
velocidade de cicatrizagdo e com o aparecimento de queloides na pele (DAVIS et al.,
2001; KEEN, 2008; GLIM et al., 2013). Linfocitos Tyd tiveram importancia comprovada
no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas (WORKALEMAHU et al.,2003), porém,
na mucosa oral, essas células sdo encontradas em pequena quantidade (DUTZAN et al.,
2016). Na regido de mucosa oral aproximadamente 50% dos linfdcitos sdo os TCD4, dos
quais cerca de 10 a 15% sdo constituidos de linfécitos T reguladores (Treg) (DUTZAN
et al., 2016), também relacionados com o processo cicatricial. As células Treg foram
relacionadas com a cicatrizacdo devido ao seu papel na producéo de interleucina-10 e
expressao de receptores do fator de crescimento epidermal observado apds leséo cutanea
(NOSBAUM et al.,2016). Também foi observado em pacientes com baixas
concentracdes de Treg um maior surgimento de lesdes de estomatite aftosa recorrente
(LEWKOWICZ et al.,2008).

1.2 Linfécitos T e cicatrizaciao de feridas

Linfocitos T, células relacionadas com o processo de cicatrizacdo de feridas
cutineas e mucosas, sdo originadas a partir de células tronco pluripotentes localizadas na
regido da medula dssea, e sofrem o processo de maturacdo e ativacdo no timo
(LUCKHEERAM et al., 2012). Durante a fase de LT imaturo, 95% dos linfocitos sdo
formados por cadeias a e 3 e dardo origem aos correceptores CD4 e CD8, e os demais s@o
compostos por cadeias y e 9, cujo processo de ativacdo ndo foi ainda completamente
esclarecido (STUTMAN, 1978; SOUZA, 2010).

Os LTs CD4", ap6s saida do timo, sdo também chamados de LT naive ou T helper
0 (ThO). A depender das citocinas presentes na regido essas células poderao se diferenciar
em diversos subtipos, os principais sdo: Th 1, Th 2, Th 17 ou Treg induzido. As células
Thl e Th17 contribuem para o surgimento de doencas inflamatérias especificas nos
orgaos (LUCKHEERAM et al., 2012).

A resposta Thl é responsavel pelo controle de patdgenos intracelulares,
estando também relacionado, juntamente com o Thl7, & patogénese de doencas
reumaticas. A expressao de LTh1 decorre da producdo de grandes quantidades de 1L-2,
citocina relacionada com a proliferacdo de LT CD4" e LT CD8*, bem como o0 aumento
da citotoxida de LTCD8". O LTh1 produz Interferén-gama (INF-y) que ativa macréfagos
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infectados com patdgenos intracelulares (micobactérias, protozoarios e fungos), também
estando relacionado com a ativacdo dos LT CD8" e com a retroalimentacédo positiva da
via, causando a inibicéo da ativacdo do Th2 (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; ABBAS
etal., 2010; LUCKHEERAM et al., 2012).

A resposta Th2 apresenta importante papel na geracdo de resposta a infeccdes
por helmintos e doencas alérgicas. As principais citocinas relacionadas séo IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10. A IL-4 é responsavel pela diferenciacdo de células B em plasmocitos
secretores de Imunoglobulina E (IgE), com consequente supressdo da producéo de LTh1,
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010; ABBAS et al., 2010; LUCKHEERAM et al., 2012).

Os LTh 17 estdo intimamente associados com o aumento da inflamagao,
devido ao recrutamento de neutrofilos, apresentando, portanto, importante papel em
alteracdes inflamatdrias mediadas por células. Sua superexpressdo estd relacionada com
o surgimento de doencas autoimunes, € sua ativagdo com o aumento das citocinas 1L-22,
IL-26, e as citocinas da familia da IL-17, as quais s3o relacionadas com a inducdo da
inflamagao. (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; ABBAS et al., 2010; LUCKHEERAM
et al.,2012). Os LTreg (linfécitos T reguladores), por sua vez, apresentam como principal
funcao a liberacdo de citocinas que regulam o sistema imunologico reduzindo as respostas

autoimunes (SAKAGUSHI et al., 1995).

A diferenciacdo do LThO ocorrera através de citocinas que sdo liberadas apds
a realizagdo de ligagdes primarias e secundarias entre Células Apresentadoras de
Antigenos (APCs) e LTs naive presentes nos Orgaos linfoides. Ligagdes primdrias sdo
realizadas entre a molécula principal de histocompatibilidade (MHC), presente nas APCs,
e o receptor de células T (TCR), presente nos LTs. Ligac¢des secundérias sdo realizadas
através de moléculas coestimuladoras B7 (CD80 e CD86), presente nas APCs, e CD28,
presente nos LTs (Figura 1). As citocinas liberadas atuam como fatores de crescimento
e/ou diferenciacdo de linfocitos, passando a ter atividade efetora da imunidade inata
(LINSLEY et al.,1991; GEMMELL et al., 2001; PAWLAK et al., 2005; MESQUITA
JUNIOR et al., 2010).
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cD28 CD80/CD86

Figura 1: Ativacdo de LT CD4" naive ap0s ligagdo primaria e secundaria com APCs.

Fonte: RUDERMAN and POPE, 2006.

Regulacao negativa dessa ativagao ¢ feita pelo antigeno 4 associado com LT
Citotoxico (CTLA-4), também conhecido como CD152, que consiste em uma molécula
homologa do CD28, resultando na redu¢do da proliferacao celular e da produgdo de
citocinas. O receptor CTLA4 apresenta maior afinidade de ligacdo com os receptores B7,
porém, ¢ expresso nos estagios finais de ativacdo dos LTs, diferentemente do CD28,
expresso em LT ainda em repouso (Figura 2) (LINSLEY et al., 1991; FREEMAN et al.,
1992; LINSLEY et al., 1996; ROMO-TENA, GOMEZ-MARTIN, ALCOCER-VARELA,
2013). Nas células Treg, entretanto, o receptor CTLA-4 ¢ constitutivo devido ao
importante papel imunomodulador dessas células (TAKAHASHI et al., 2000; ROMO-
TENA, GOMEZ-MARTIN, ALCOCER-VARELA, 2013).

Figura 2: Controle negativo da ativagdo de LTCD4" realizado por ligagdo da molécula de CTLA-4 aos
receptores B7 (CD80/86) de APCs.
Fonte: RUDERMAN and POPE, 2006.

Linfocitos T foram relacionados com a imunopatologia de doengas
autoimunes, pois, enquanto a maioria dos LTh apresentam importante papel na produgéo
de citocinas e ativacdo de linfdcitos B, a reducéo de linfécitos Treg contribui para menor

controle no desenvolvimento de doengas autoimunes. Dessa forma, a acdo dos LT passou
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a ser estudada como uma nova opg¢do de tratamento para doencas imunologicamente
mediadas e, a partir desses estudos, foi desenvolvido o abatacept (TAKAHASHI et al.,
2000; KLIWINSKI et al., 2005, ROMO-TENA, GOMEZ-MARTIN, ALCOCER-
VARELA, 2013).

1.3  Abatacept

O Abatacept (ORENCIA®, Bristol-Myers Squibb, Princeton, NJ, USA), inibidor
da ativacdo de linfdcitos TCD4", teve seu uso aprovado no tratamento de pacientes com
artrite reumatoide que apresentavam resposta inadequada aos antagonistas do TNF-o nos
Estados Unidos (2005), na Europa (2007) e no Brasil (2010) (OSTOR, 2008).

Esse farmaco consiste em uma proteina recombinante soliivel, com estrutura
advinda da fusdo do dominio extracelular CTLA-4 associado ao fragmento modificado
Fc do IgGl humana (Figura 3) (OSTOR, 2008; ROMO-TENA, GOMEZ-MARTIN,
ALCOCER-VARELA, 2013).

CTLA Abatacept lgG1t
¢ Y

o || ’3“;?“’ A
==y il
[ 1

Figura 3: Imagem ilustrativa da forma molecular do abatacept, que consiste na unido do dominio
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extracelular CTLA-4 com fragmento modificado Fc do IgG1 humana.

Fonte: adaptada de OSTOR, 2008.

O mecanismo de acdo desse farmaco consiste na inibicdo da via
CD28:CD80/86 atraves da mimetizacao do efeito do receptor CTLA-4, agindo como um
regulador negativo da ativagdo dos LT (Figura 4) (OSTOR, 2008), que parecem ndo
alterar em quantidade (OSTOR, 2008; ROMO-TENA, GOMEZ-MARTIN, ALCOCER-
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VARELA, 2013), por ligacéo aos receptores CD80/86, presentes na superficie de APCs.
A ativacdo de células B, responséveis pela producgdo de anticorpos, é diminuida com a
administragdo de abatacept (KREMER et al., 2005; SOLOMON, 2010), também tendo
sido observado impacto na concentracdo de diversas citocinas, TNF-a, IL-1, IL-2, IL-4,
IL-6, INF-y, e reducdo da expressdo do fator reumatoide em pacientes com AR
(KLIWINSKI et al.,2005; WEISMAN et al.,2006; ALl et al., 2015;).

Abatacept

0/C D86

Figura 4: Imagem ilustrativa da agdo do abatacept unindo-se ao receptor CD80/86 de células dendriticas
e impedindo a ativagdo de LT.

Fonte: RUDERMAN and POPE, 2006.

O abatacept apresenta-se como o uUnico agente bioldgico que pode ser
admistrado através de via intravenosa (IV) ou subcutanea (SC), sendo ambas igualmente
eficazes. A dose IV varia de 500 — 1000 mg, a depender do peso do paciente (Quadro 1),
e deverd ser administrada em doses fracionadas até a dose total recomendada e esse
protocolo devera ser repetido mensalmente. A dose SC, por sua vez, ¢ de 250 mg e devera
ser administrada semanalmente. As administracdes podem ainda ser realizadas com dose
de ataque IV seguido de doses de manutengio por via SC (MINISTERIO DA SAUDE,
2014; IWAHASHI et al., 2015).

Quadro 1: Dose de abatacept IV de acordo com o peso.

Peso do paciente Dose Fracionamento da dose
Menor que 60 kg 500 mg 2 X por semana
Entre 60 e 100kg 750 mg 3 X por semana
Mais do que 100kg | 1000mg 4 x por semana

Fonte: Dicionario de Especialidades Farmaceéuticas, 2016.



15

A inibicdo de uma resposta pro-inflamatoria promovida pela utilizagdo do
abatacept pode interferir no processo de cicatrizagdo de ulceras orais. Embora o papel do
LT na remodelagdo de ulceras em cavidade bucal seja questionavel, devido ao cunho
relativamente agudo da condigdo, a inibi¢ao de LT pode deprimir os niveis de citocinas
pro-inflamatérias e modular a resposta imune inespecifica, crucial no processo de
cicatrizacdo de feridas. Dessa forma, o uso do abatacept pode exercer importante
influéncia no processo de remodelagao de ulceras orais. O papel dos linfécitos T na
cicatrizagdo, e da inibi¢do dos mesmos, inclusive pela utilizagdo do abatacept, tem sido
atualmente alvo de diversas pesquisas, porém muito ainda hé para esclarecer sobre seu
mecanismo de agdo e seu impacto no processo cicatricial de pacientes submetidos a seu

uso cronico.
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PROPOSICAO

2.1.1 Objetivo geral

Avaliar o processo cicatricial de tlceras em mucosa jugal de ratos Wistar

tratados com abatacept.

2.1.2 Objetivos especificos

Avaliar em ratos machos da espécie Wistar submetidos ao modelo de ulcera
em mucosa jugal e sob tratamento com abatacept o curso temporal do processo cicatricial
e da variagdo ponderal. O aspecto cicatricial microscopico, através de analise
histopatologica, histomorfométrica e do perfil de colagénese. Além do curso da

permeabilidade vascular, os perfis hematoldgicos, de citocinas e de linfocitos.
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3. HIPOTESE

e Hipdtese nula: o abatacept ndo altera o processo de cicatrizacdo de Ulceras traumaticas
orais;
e HipoOtese alternativa: o abatacept altera o processo de cicatrizagdo de Ulceras

traumaticas orais.
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4. CAPITULOS

Esta dissertacao esta baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa
de Pos-Graduagao em Odontologia da Universidade Federal do Ceara, que regulamenta
o formato alternativo para dissertagdes de Mestrado e teses de Doutorado e permite a
inser¢do de artigos cientificos de autoria ou coautoria do candidato (Anexo A) e exige
certificagdo de linguas. Por se tratar de pesquisas envolvendo animais, ou partes deles, o
projeto de pesquisa deste trabalho foi aprovado pela Comissdo Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Cear4, sob protocolo de N° 118/16
(Anexo B) intitulado “INFLUENCE OF TREATMENT WITH ABATACEPT ON
REPAIR OF TRAUMATIC ULCERS IN CHEEK OF RATS”. Assim sendo, esta
dissertacdo ¢ composta de um capitulo contendo: um artigo cientifico no formato de

submissao para o periddico “Oral Diseases”, conforme descrito abaixo:
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4.1. Capitulo 1: Influence of abatacept treatment on oral wound healing:

experimetnal model on rats.
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Influence of treatment with abatacept on the repair of traumatic ulcers in the jugal

mucosa of rats
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Abatacept treatment in oral healing
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Abstract

Abatacept is known for the regulation of T cell activation and modulation of inflammatory
cytokines, and due to this to mechanisms it may interferes on wound healing. The aim of
this study was to evaluate the ulcer’s healing process on buccal mucosa of males Wistar
rats administered with Abatacept subcutaneously. The rats were randomized between a
control group, injected with saline subcutaneously, and other three study groups,
administered with Abatacept subcutaneously in the doses of 3.2 (ABA 3.2), 8 (ABA 8)
and 20 mg/kg/week (ABA 20). The administration of saline and Abatacept was performed
14 days before oral ulcer induction and continued until euthanasia, performed on days 1,
3, 7, 14 and 21 after the ulcer induction. Oral ulcers of 8 mm diameter and 2 mm deep
were induced on the left buccal mucosa. Ulcer diameter, body mass variation, Picrosirius
red, immunohistochemistry for INOS, interleukin (IL) 1 beta, IL 6, IL 10, CD8 and CD30,
vascular permeability and blood count were recorded. Histological slides were performed
for histopathological (scores) and histomorphometric analysis, such as:
polymorphonuclear, mononuclear, angiogenesis and fibroplasia. ANOVA-1-way and -2-
way/Bonferroni and Kruskal-Wallis/Dunn were used in the statistical analysis (GraphPad
Prism 5.0®, p<0.05). Abatacept administration decreased ulcer diameter (p<0.001),
polymorphonuclear (p<0.001) and mononuclear count (p=0.027), CD8*/CD30" relation
(p<0.001) and vascular permeability (p<0.001). However, the collagenesis (p<0.001) and
IL-10 expression levels (p=0.016) increased on days 3 and 7. In the ABA 20 group, the
over Abatacept doses were related to late wound healing (p<0.001), reduced angiogenesis
(p=0.017) and extended period of high levels of INOS (p=0.026), IL 1 beta (p=0.007) and
IL 6 (p<0.001). This study demonstrated that Abatacept accelerates ulcer healing on the
buccal mucosa of male Wistar rats due to the reduced migration of inflammatory cells,
meanwhile, higher doses were associated with delayed repair and extended expression of

proinflammatory cytokines.

Keywords (MeSh): Abatacept; CTLA4 Ig; Oral Ulcer; T-Lymphocytes; Wound healing.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68013601
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Introducio

Ulceras orais consistem em exposi¢do de tecido conjuntivo devido a
descontinuidade dos epitélios orais e sdo um achado frequente na clinica odontologica.
Elas podem surgir devido a traumas mecanicos, doengas autoimunes e neoplasias, por
exemplo (COMPILATO et al., 2009).

O processo de cicatrizagdo dessas ulceras envolve liberacdo de citocinas
inflamatoérias, quimiotaxia de neutrofilos nas primeiras 24 horas (HART, 2002; GLIM et
al., 2013), e ativacdo e migracdo de macrofagos logo em seguida. Apos isso, ha
recrutamento de linfocitos T (LT), realizado por volta do terceiro e quinto dia (a depender
de LTCD4 ou LTCDS, respectivamente), que exercem importante papel no processo de
reparo, atuando principalmente na produgdo de fatores de crescimento € como
reguladores do processo inflamatério (FISHEL ef al., 1987; AGAIBY e DYSON, 1999;
HART, 2002; KEEN, 2008).

A efetividade dos LT ¢ dependente de sua ativacdo que ocorre apds dupla
ligagdo entre a Molécula Principal de Histocompatibilidade (MHC) e moléculas
coestimuladoras B7 (CD80 e CD86), presentes em células apresentadoras de antigenos
(APCs) e receptores de células T (TCR) e CD28, presentes na superficie de LT
respectivamente (LINSLEY efal., 1991; GEMMELL et al., 2001; PAWLAK et al., 2005).
Ap0s ativadas, a regulag@o negativa dessas células ¢ dependente do receptor de linfocito
T Citotoxico 4 (CTLA-4 - CD152), homoélogo ao CD28, porém com maior afinidade de
ligacao aos receptores B7 (FREEMAN et al., 1992; LINSLEY et al., 1991; LINSLEY et
al., 1996; ROMO-TENA, GOMEZ-MARTIN, ALCOCER-VARELA, 2013) (Figura 5).

Mimetizando a atividade do CTLA-4, foi desenvolvido o Abatacept (CTLA-
4-Ig) (ORENCIA®, Bristol-Myers Squibb, Princeton, NJ, USA), proteina de fusdo
recombinante soluivel, resultante da fusdo do dominio extracelular CTLA-4, associado ao
fragmento modificado Fc do IgG1 humana (OSTOR, 2008; ROMO-TENA, GOMEZ-
MARTIN, ALCOCER-VARELA, 2013), para uso no tratamento de paciente com artrite
reumatoide quando apresentam inadequada resposta aos antagonistas do Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a) (OSTOR, 2008).

Diversos estudos trazem a importancia dos LT (LTCD4, LTCDS, LTreg) na
remodelagdo de ulceras cutaneas e orais (DAVIS et al., 2001; LEWKOWICZ et al., 2008;
NOSBAUM et al., 2016), de forma que a inibicdo de uma resposta pré-inflamatoria,

promovida pela utilizagdo do abatacept, pode interferir no processo de cicatrizagao de
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ulceras orais. A compreensao do mecanismo de acao desse farmaco no processo cicatricial
podera contribuir para o desenvolvimento de farmacos que acelerem esse processo.
Assim, ¢ objetivo deste trabalho avaliar a influéncia do tratamento com abatacept no

reparo de ulceras traumaticas em mucosa jugal de ratos.
Materiais e Métodos
Animais, principios éticos e calculo amostral
O presente estudo foi aprovado pela Comissdo Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Ceara, protocolado com o nimero 118/16, estando

de acordo com a Lei Federal n°® 11.794 (2008) e o decreto nimero 6.689 (2009)
(www.planalto.gov.brccivil03At0200720102008L il 11794.htm), que regulamentam a

experimentacdo animal no pais.

Assim, o presente estudo foi desenhado para utilizar o minimo de animais e,
para isso, foi realizado calculo amostral baseado nos achados de Kliwinski et al. (2005),
que observou em modelo de artrite induzida por colageno o efeito do tratamento com
abatacept na reducdo da expressdo de IL-1a de 50+3 (média + erro padrdo da média, n=8)
para 31+4 (média + erro padrdo da média, n=8), e estimou-se avaliar seis ratos por grupo
de estudo por dia de eutanasia, a fim de obter uma amostra que represente com 90% de
poder e 95% de confianca a hipotese alternativa deste trabalho.

Um total de 180 ratos (rattus norvegicus) machos da linhagem Wistar com
cerca de seis a oito semanas foram acondicionados no biotério de experimentacdo do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da referida Universidade em temperatura
média de 24° C, com ciclos de 12 horas de luz-escuro e acesso irrestrito a 4gua e ao
alimento. Os animais foram aleatoriamente (comando aleatorio, Microsoft Excel)

distribuidos em quatro grupos de estudo conforme protocolo adotado.

Tratamento com abatacept e modelo experimental

Devido a falta de padronizagao das doses de abatacept utilizadas na literatura,
foi construida curva dose resposta baseada inicialmente na conversao da dose usualmente
utilizada em humanos para ratos (8 mg/kg/semana) (NAIR & JACOB, 2016). Como a
maior dose encontrada na literatura foi de 20 mg/kg/semana (BIGBEE et al., 2007; LON


http://www.planalto.gov.brccivil03ato200720102008leil11794.htm/
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et al., 2013), criou-se uma propor¢ao entre essas duas doses (no valor de 2,5 vezes) e foi
determinada uma subdose de 3,2 mg/kg/semana.

Assim, os animais foram divididos em um grupo controle tratado com
0,2ml/kg de solucdo salina 0,9% estéril, e trés grupos experimentais, tratados com
abatacept 3,2 (ABA 3,2), 8 (ABA 8) ¢ 20 (ABA 20) mg/kg/semana. O farmaco foi
administrado por via subcutanea fracionada em trés administracdes semanais, com inicio
duas semanas antes da indugdo da ulcera (dia 0) até o dia de eutanasia, para garantir a
manuten¢do de niveis adequados de abatacept circulantes ao longo do protocolo (LON,
et al., 2013; NA, et al., 2017). Os ratos foram eutanasiados ap6s 1, 3, 7, 14 e 21 dias da
inducdo da ulcera por sobredose de pentobarbital (150 mg/kg).

Inducdo das ulceras orais

Apébs anestesia intraperitoneal (IP) dos animais, com xilazina 25 mg/kg e
guetamina 75 mg/kg, foi realizada antissepsia da mucosa com digluconato de clorexidina
0,12% e inducdo da Ulcera em mucosa jugal esquerda, com punch dermatoldgico circular
com 8mm de diametro e 2mm de profundidade (Rhosse®). Lamina n° 15 em bisturi de
Bad Parker utilizada para remocéo do tecido remanescente (adaptado de CAVALCANTE

et al., 2011). Os animais ficaram em observacao até recobrarem os reflexos.

Andalises clinicas: tamanho da ulcera e variacdo de peso

Apb6s a eutanasia, as Ulceras foram medidas com paquimetro digital
(Digimess®) com 0,0lmm de precisdo no maior e no menor didmetro (D = maior
didmetro e d = menor didmetro) para o calculo da area (A= n.d.D/4) de tlcera. Além
disso, os animais foram pesados no dia de inducédo da ulcera e no dia de eutanasia para
calculo da variagdo percentual de massa corporea inicial. Apos a eutanésia, as Ulceras
foram acondicionadas em formol tamponado 10% por 24 horas para processamento

histolégico.
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Analise histologica

As mucosas fixadas em formol tamponado a 10% foram emblocadas em
parafina e seccionados a 3 um para montagem em lamina histoldgica e coloracdo com
hematoxilina-eosina. A andlise das laminas foi feita através da adocao de escores variando
de 0 a 4 para comparacdo do estadiamento da Ulcera. Foi considerado escore 0 na auséncia
de ulcera com tecido conjuntivo remodelado; escore 1, auséncia de Ulcera com discreta/
moderada fibrose associada a inflamacdo cronica; escore 2, presenca de Ulcera com
fibrose e moderada inflamag&o croénica; escore 3, Ulcera e processo inflamatério cronico
(tecido de granulacdo); e escore 4, Ulcera e processo agudo (ectasia, vasos dilatados,
infiltrado inflamatorio misto) (CAVALCANTE et al., 2011).

Analise histomorfométrica: avaliacdo do infiltrado inflamatério, angiogénese e

fibroplasia

Cinco microcampos (trés na superficie e dois na profundidade, totalizando
1,30 mm?) de cada ldmina corada por hematoxilina-eosina foram selecionados e
fotografados no aumento de 400X utilizando microscopio (DM2000, Leica®) com
camera (DFC295, Leica®) e software (LAS, Leica®) acoplados. Utilizando o comando
Cell counter do software ImageJ®, foram contados o total (somatdrio) de células
polimorfonucleares neutréfilos, células mononucleares, vasos sanguineos (excluindo
brotos endoteliais e vasos maduros) e fibroblastos/miofibroblastos. O resultado foi
expresso como média + EPM (BRIZENO et al., 2016).

Anadlise histoquimica: avaliacdo da colagénese

Cortes de 3 pum foram realizados para coloragdo por Picrosirius Red para
avaliar a deposicdo de colageno. Apds desparafinizacdo e reidratacdo, as amostras foram
incubadas em solucdo de picrosirius (ScyTek®), lavadas rapidamente com 4&cido
cloridrico 5% e contracoradas com hematoxilina de Harris por 45 segundos. Cinco
microcampos de cada lamina foram fotografados seguindo a mesma metodologia descrita
para as laminas coradas por hematoxilina-eosina, e as imagens foram exportadas para o

Image J® (RSB) para andlise do percentual de area corada em vermelho (colageno total).
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As imagens das laminas coradas por picrosirius foram calibradas utilizando o
comando Color Thershold (Image > Adjust > Color Thersold) na fungdo RGB para ajuste
de cores para vermelho (minimo: 71, maximo: 255), verde (minimo: 0, maximo: 69) e
azul (minimo: 0, maximo: 92) a fim de selecionar apenas a marca¢ao em vermelho (fibras
de coladgeno). Apos a calibragdo, as imagens foram convertidas para escala de 8-bits
(Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary) ¢ o total de area
de colageno foi mensurada (Analyze > Analyze Particles). A média dos campos foi
utilizada como unidade amostral e expressa em forma de média £+ EPM (BRIZENO et al.,

2013).

Arranjo em matriz de imuno-histoquimica de mostras teciduais (TMA - tissue

microarray) e imuno-histoquimica

Os blocos dos animais de todos os grupos tiveram duas areas representativas
(duplicata) utilizadas para a confeccao de blocos de TMA através do dispositivo “tissue
microarrayer” (Quick-Ray UNITMA®). Ap6s confecgdo dos blocos, foi realizado corte
de 3 um dispostos sobre laminas silanizadas para reagdo através da técnica da
estreptavidina-biotinilada.

Apo6s desparafinizacdo e reidratacdo, foi realizada recuperacdo antigénica
com solucao de citrato pH 6,0. Posteriormente ao resfriamento em temperatura ambiente,
as laminas foram lavadas em solucao tampao de fosfato (PBS) e submetidas ao bloqueio
da peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio a 3% diluido PBS por 30 minutos.
Ap0s lavagens em PBS, realizou-se incubacdo overnight com os anticorpos primarios
para citocinas inflamatorias, anti-6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (Abcam®, 1:100),
anti-Interleucina 1 beta (IL-1B) (Abcam®, 1:150), duais, anti-IL-6 (Abcam®, 1:300),
anti-inflamatorias, anti-IL-10 (Abcam, 1:100®), para avaliacao do perfil de resposta Thl,
anti-CD8 (Dako®, pronto para uso) e Th2, anti-CD30 (Dako®, pronto para uso).

Apos lavagens com PBS, realizou-se incubagdo com o polimero Histofine®
(Nicherei) por 60 minutos, revelagdo com 3,3-diamino-benzidina (DAB) (Dako®) e
contra coloracdo com Hematoxilina de Harris por 10 segundos e montadas com
Enthellam®.

Cinco microcampos de cada lamina foram analisados seguindo a mesma

metodologia descrita para as laminas coradas por hematoxilina-eosina. Para 0s
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marcadores celulares foram contados o nimero total de células mononucleares CD8" e
de células CD30*. Para os marcadores inflamatorios foram definidos escores de
imunomarcacao dados por dois observadores de forma cega, variando de 0 a 3 (sendo 0,
auséncia de células positivas; 1, 1-33% de células positivas; 2, variacdo de 34-66% de
células marcadas e 3, valores de 67-100% de células marcadas, respectivamente) no
tecido conjuntivo analisado (BRIZENO et al., 2013).

Teste de permeabilidade vascular e andlise hematologica

O experimento foi repetido para os grupos salina e ABA 8 em todos os dias
de protocolo (1, 3, 7, 14 e 21). Ap6s as duas semanas de tratamento com solugdo salina
0,9% estéril ou abatacept 8 mg/kg/semana por via subcutanea, foi confeccionada a ulcera
na mucosa jugal esquerda dos ratos. No dia da inducdo da ulcera, apds anestesia, os
animais foram submetidos a coleta de 0,5mL de sangue da veia caudal para realizagdo de
hemograma completo. As amostras foram acondicionadas em solucdo 1% de EDTA
trissddico e analisadas por principio de refratometria (Sistema ABC Vet, Horiba ABX®).

Nos dias de eutanasia, uma hora antes, 0s animais receberam injecdo de
corante azul de Evans (25mg/kg) por via intravascular (veia dorsal peniana) dissolvido
em soro fisioldgico estéril e, apds uma hora, foi realizada eutanasia com sobredose de
pentobarbital (150 mg/kg).

As mucosas jugais ulcerada (teste) e ndo ulcerada (controle interno) foram
excisadas cirurgicamente com o punch utilizado para confeccdo da ulcera a fim de
padronizar a quantidade de tecido retirado (8 mm de diametro e 2 mm de profundidade),
e pesadas em balanca 10°g de precisdo. As amostras foram incubadas em 1,0 mL de
formamida PA, mantida a 37°C, por 48h para extracdo do azul de Evans. A solucéo foi
lida em duplicata em leitor de ELISA (ensaio de imunoabsor¢do enzimatica) (TP reader
NM-ThermoPlate®) (630nm) e os dados foram plotados em modelo de regressao linear
baseado em uma curva padréo de azul de Evans previamente realizada, sendo expressos
como pg de azul de Evans/mg tecido.

A quantidade de azul de Evans do lado ulcerado foi dividida pela quantidade
de azul de Evans do lado ndo ulcerado sendo expressa a média + EPM do extravasamento

relativo de proteinas em relagéo ao controle interno (adaptado de BRIZENO et al., 2016).
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Analise estatistica

Os dados quantitativos foram expressos em forma de média £ EPM,
analisados pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e comparados utilizando
o teste ANOVA-1-way e ANOVA-2-way, seguido do pos-teste de Bonfferoni (dados
paramétricos). Os escores histoldgicos € de imunomarcagdo foram expressos como
mediana (méxima e minima) e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-
teste de Dunn.

Em todas as anélises estatisticas considerou-se o nivel critico para rejeicao da
hipotese de nulidade menor que 5% (p < 0.05) e todas as andlises foram realizadas no

programa estatistico GraphPad Prism 5.0.

Resultados

Efeito do abatacept sobre pardmetros clinicos da ulcera oral e variacdo ponderal de

ratos

Todos os grupos experimentais mostraram reducao significante da média de
area de ulcera ao longo do protocolo experimental (p<<0,001). Os grupos tratados, salina,
ABA 3,2 e ABA 8, apresentaram redugdo significativa da area de tlcera em relagdo ao 1°
dia, a partir do 14° dia experimental (p<0,001). O grupo ABA 20 mostrou redugao de area
de ulcera em relagdo ao 1° dia, a partir do 7° dia (p<0,001) (Figura 1, Tabela 1).



Abatacept (mg/kg/semana)
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Figura 5: Perfil de cicatrizacdo clinico de ulceras em mucosa jugal de ratos em
tratamento com Abatacept.

*p<0,05 versus Salina no mesmo dia; **p<0,05 versus Aba 3,2 ¢ Aba 8 mg/kg/semana no mesmo dia
(MédiatEPM; ANOVA-2-way/Bonferroni).

No 7° dia do protocolo os animais dos ABA 3,2, ABA 8 e ABA 20 mostraram
menor area de tlcera que os animais do grupo salina (p=0,003). Ao final do 21° dia de

experimento todos os grupos apresentaram ulcera clinica totalmente cicatrizada, com
excegdo do grupo tratado com ABA 20 (Figura 5, Tabela 1).

Com relagdo a variagdo de massa, todos os grupos mostraram ganho de peso
ao longo do curso temporal, iniciando o ganho significativo a partir do 7° dia apds a
ulceracdo (p<0,001) e continuando a ganhar massa até o desfecho do estudo. Nao houve

diferenga significante no perfil de ganho de massa corpdrea entre os quatro grupos
experimentais (p=0,163) (Tabela 1).
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Tabela 1: Avaliagdao dos parametros clinicos em ratos tratados com Abatacept® em

diferentes doses.

Dias
1 3 7 14 21 p-Valor*  p-Valor’

Area de ulcera (cm?)

Salina 23,9434 20,8+2,2  22,5+1,8 2,3+0,4* 0,0+0,0%* <0,001 0,003

ABA3.2 252+1,5 19,8+1,0  13,7£3,5% 0,9+0,2* 0,0+0,0* <0,001

ABA 8.0 222422 21,1826 14,8+3,1% 0,6+0,3* 0,0+0,0* <0,001

ABA 20,0 21,0+£1,8  21,54£2,3  5,0£1,4***F  1,0£0,3* 0,3+0,2° <0,001
Variaciao ponderal
(Y0)

Salina 69,7£2,3  85,7£3,1 106,2+5,7* 107,6+3,6% 107,5£7,4*  <0,001 0,163

ABA 3,2 64,5+£3,1 76,7£2,6  96,0£3,3*  112,3+6,9* 116,4+4,1*  <0,001

ABA 8,0 55,8+3,7 81,741,8  83,6+3,7*  115,9£7,2* 97,248,1* <0,001

ABA 20,0 59,0£2,5 73,2423  91,0£7,2* 109,9+4,6* 103,2+4,1*  <0,001

*Teste ANOVA-1-way/Bonferroni; "Teste ANOVA-2-way/Bonferroni (média+EPM)
p<0,05 versus dia Salina; **p<0,05 versus ABA 3,2 e ABA 8,0; *p<0,05 versus dia 1;
ABA = ABATACEPT®.

Efeito do abatacept sobre alteracéoes histopatologicas de ulceras orais

Todos os grupos experimentais mostraram reducdo significante dos escores
histologicos ao longo do protocolo experimental. No primeiro dia de eutanasia, todos os
grupos apresentaram escore 4, que representa ulcera aberta com intenso infiltrado
polimorfonuclear, sem diferenga significante (p=1,000). No 3° dia e no 7° dia, apesar de
pequenas variacdes, a mediana dos escores histologicos variou de 3 (Glcera aberta com
tecido de granulagdo) a 4 (ulcera e processo agudo, ectasia, vasos dilatados, infiltrado
inflamatorio misto), sem diferenca estatistica (p=0,100 e p=0,590, respectivamente). No
14° dia, todos os grupos apresentaram reducao significante dos escores histologicos em
relagdo ao 1° dia, com mediana de escores variando entre 0,5 e 1 (ulcera totalmente
cicatrizada com pouco ou nenhum infiltrado inflamatdrio), sem diferenca significante

entre os grupos (p=0,130) (Figura 6, Tabela 2).
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Abatacept (mg/kg/semana)

Salina 32 8 20

Figura 6: Perfil microscopico de ulceras em mucosa jugal de ratos em tratamento com

Abatacept (Aumento: 200x; Barra = 100 pm).

No 21° dia os grupos salina e ABA 3,2 apresentaram mediana igual a 0 (0-1),
que corresponde a ulcera totalmente cicatrizada com auséncia de infiltrado inflamatoério.
O grupo ABA 8 apresentou mediana discretamente superior (0,5, 0-1) com metade dos
animais apresentando escore 0 e metade escore 1, e o grupo ABA 20 apresentou mediana
de escore significantemente superior ao grupo salina (mediana 1, 1-3) com escores
variando de uma ulcera totalmente cicatrizada com pouco infiltrado inflamatério a tlceras

abertas com tecido de granulagao (p=0,016) (Figura 2, Tabela 2).
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Tabela 2: Escores microscopicos de ratos tratados com Abatacept® em diferentes doses.

Dias p-
1 3 7 14 21 Valor
Grupos
Salina 4 (4-4) 4 (3-4) 3(3-3) 1 (1-3)* 0(0-)*  <0,001
ABA 3,2 4 (4-4) 4 (3-4) 3 (1-3) 1 (0-3)* 0(0-)*  <0,001
ABA 8.0 4 (4-4) 3(24) 3(34) 05(0-1)* 0.5(0-D)* <0,001
ABA 20,0 4 (4-4) 3(24) 3(1-4) 1(0-3)* 1(1-3)*F <0,001
p-Valor 1,000 0,100 0,590 0,130 0,016

Dados expressos em forma de mediana (minimo - méaximo); *p<0,05 versus dia 1; 'p<0,05 versus grupo

salina no mesmo dia Teste de Kruskal-Wallis/Dunn. ABA = Abatacept®.

Estudo histomorfométrico

Perfil celular: Contagem de polimorfonucleares neutrdfilos

Todos os grupos experimentais mostraram redugdo significante da contagem
de polimorfonucleares neutrofilos ao longo do estudo (p<0,001). Tanto o grupo salina,
como os grupos ABA 3,2 e ABA 8 apresentaram reducdo significante do niimero de
polimorfonucleares neutrofilos no 3° dia apds a ulceracao em relagao ao 1° dia (p<0,001).
O grupo ABA 20 apresentou reducao significante do niumero de polimorfonucleares
neutrdfilos em relagdo ao 1° dia apenas a partir do 14° dia experimental (p<0,001) (Figura
2, Tabela 3).

No primeiro dia de eutanasia, os animais do grupo ABA 20 apresentaram
menor niamero de neutréfilos que o grupo salina (p<0,001), apesar de os grupos ABA 3,2
e ABA 8 ndo diferirem significantemente em relagdo ao controle. Nos demais dias, ndo

houve diferenga entre os quatro grupos experimentais (Figura 2, Tabela 3).

Perfil celular: Contagem de mononucleares

Todos os grupos apresentaram baixo nimero de mononucleares no 1° e no 3°
dia do experimento. Nos grupos salina, ABA 3,2 e ABA 8 houve aumento significante do
numero de mononucleares no 7° dia em relagcdo ao 1° dia (p<0,001). No grupo salina e

ABA 3,2 houve redugdo significante em relacdo ao 7° dia apos 14 dias da ulceragdo e no
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grupo ABA 8 essa reducdo ocorreu apenas no 21° dia. No grupo ABA 20 nao houve
variacao significante do nimero de mononucleares ao longo dos 21 dias de experimento
(p=0,078) (Figura 2, Tabela 3).

No 7° dia a contagem de mononucleares os animais do grupo ABA 20 e ABA
8 apresentaram menor numero de mononucleares em relagcdo ao grupo salina (p=0,027).

O grupo ABA 3,2 ndo diferiu significantemente do grupo salina (Figura 2, Tabela 3).

Perfil celular: Contagem vasos neoformados

Nenhum animal apresentou neoformagdo vascular no 1° e 3° dia apds a
inducdo da ulcera. O grupo salina apresentou aumento significativo do nimero de vasos
a partir do 14° dia pds-ulceragdo, enquanto os grupos ABA 3,2 e ABA 8 apresentaram
aumento do nimero de vasos neoformados a partir do 7° dia do protocolo. O grupo ABA
20 ndo mostrou variagao significante no nimero de vasos ao longo do estudo (p=0,062).
Em todos os dias experimentais o grupo ABA 20 apresentou menor quantidade de vasos

neoformados (p<0,001) (Figura 6, Tabela 3).

Perfil celular: Fibroblastos/miofibroblastos

Nenhum animal apresentou expressivo nimero de
fibroblastos/miofibroblastos no 1° e 3° dia apds a ulcera¢do. Nos grupos salina e ABA
3,2 houve aumento do numero dessas células a partir do 14° dia experimental (p<0,001).
Nos grupos tratados ABA 8 e 20 o aumento do numero de fibroblastos/miofibroblastos
ocorreu ja a partir do 7° dia apds a ulceragdo. Apos 21 dias da ulceragdo, o grupo ABA
20 apresentou numero de fibroblastos/miofibroblastos significativamente superior aos
demais grupos (p<0,001), sem diferenga significante nos demais dias (Figura 6, Tabela

3).
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Tabela 3: Perfil celular e tecidual de ratos tratados com Abatacept submetidos a modelo

Dias
1 3 7 14 21 p- p-
Valor*  Valor®
PMN
Salina 352,0£70,6 99,3+26,4"  38,5+9,1F 14,842 4 5,8+3.37  <0,001 <0,001
ABA3.2 304,3£52,9  74,2430,57  40,5+3,3F 16,6+4,17 5,0£0,87  <0,001
ABA 8,0 337,0£59,8 104,8+17,01 25,044,001  8,1+2,3% 3,3+0,6"  <0,001
ABA 20,0 54,2+3,9%  41,0£7,7 20,3+5,4 12,2+3,8" 9,0£5.8°  <0,001
MN
Salina 5,8+1,9 4,0+2,4 40,8+4,6"  10,4+6,4'f 2,0£1,1  <0,001 0,027
ABA 32 6,2+1,3 3,2+1,3 51,049,67  19,0+9,47F 1,7+0,8 <0,001
ABA 8,0 0,8+0,7 4,4+1.4 17,0£3,3% 9,9+3,4 1,0£0,6' 0,001
ABA 20,0 1,0£0,4 3,5+0,7 22,4432%  16,049,0 2,0£1,5 0,078
Vasos
neoformados
Salina 0,0£0,0 0,0£0,0 2,6+1,4 9,722 11,8+1,6°  <0,001 0,017
ABA 3,2 0,0£0,0 0,00,0 8,542,0%"  11,442,5% 9,6+2,0"  <0,001
ABAZ,0 0,0+0,0 0,0+0,0 53+1,5 8,9+2,0 724160 0,032
ABA 20,0 0,0£0,0 0,0£0,0  2,0£1,0%*  50+2.4%%  23+]1,0%% 0,062
Fibroblastos /
Miofibroblastos
Salina 0,0:£0,0 0,3+0,3 69,8+27,3  138,3+23,9" 107,8£29.2" <0,001 <0,001
ABA3,2 0,3+0,3 0,0£0,0 82,2427.4 111,6+23,6" 94.8+19.8"  <0,001
ABA 8,0 0,0+0,0 0,6£0,6  124,0423.8" 129,9+149" 94243361 0,001
ABA 20,0 0,0+0,0 0,0£0,0  81,8+14,5" 140,8+20,01 201,4+37,7*" 0,035

ABA = Abatacept; PMN = Polimorfonucleares; MN = Mononucleares.

*Teste ANOVA-1-way/Bonferroni; *Teste ANOVA-2-way/Bonferroni (média+EPM)
*p<0,05 versus dia Salina; **p<0,05 versus ABA 3,2 e ABA 8,0; 'p<0,05 versus dia 1; "p<0,05, versus dia 7.
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Andlise da deposic¢do de colageno

Nao houve deposicao de colageno no 3° dia apds a ulceragdo. Os grupos
salina, ABA 3,2 e ABA 8 apresentaram aumento da deposi¢do de colageno a partir do 14°
dia ap6s a ulceracdo (p<0,001). O grupo ABA 20 mostrou aumento na deposi¢do de

colageno no 7° dia apos a indugdo da ulcera (p=0,040) (Figura 7, Tabela 4).

Abatacept (mg/kg/semana)

Figura 7: Perfil de colagénese de tilceras em mucosa jugal de ratos em tratamento com

Abatacept (Aumento: 200x; Barra = 100 um).
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No 7° dia do protocolo, a quantidade de coldgeno do grupo ABA 20 foi
significantemente maior que dos grupos salina, ABA 3,2 ¢ ABA 8 (p<0,001). No 14° dia
experimental todos os grupos tratados com abatacept mostraram maior deposi¢do de
colageno que o grupo tratado com solugdo salina (p<0,001). No 21° dia nao houve

diferenca significante entre os grupos (p=0,092) (Figura 7, Tabela 4).

Tabela 4: Perfil tecidual de ratos tratados com Abatacept submetidos a modelo de tlcera

traumatica em mucosa jugal.

Dias
1 3 7 14 21 p-Valor*  p-Valor’
Colageno (%)
Salina - 19,5+1,2 237+1,7  31,3+1,3" 463147 <0,001  <0,001
ABA 32 - 23,8435 27,4+6,0  40,4+0,5*T  488+3,01  <0,001
ABA 8,0 - 19,7+1,5 222422  39,9+1.8*%"  41,7+1.4"  <0,001
ABA 20,0 - 18,9+1,8  47,9+1,6%"  40,9+1,2*%"  452+1,7° 0,040

*Teste ANOVA-1-way/Bonferroni; *Teste ANOVA-2-way/Bonferroni (média+EPM)
*p<0,05 versus dia Salina; **p<0,05 versus ABA 3,2 ¢ ABA 8,0; 'p<0,05 versus dia 1; "7p<0,05, versus dia 7.
ABA = Abatacept

Avaliagdo do Perfil linfocitario

O ntimero de células CD8" nos grupos salina (p=0,729), ABA 3,2 (p=0,245),
ABA 8 (p=0,288) e ABA 20 (p=0,564) ndo mostrou variagdo significante ao longo do
curso temporal. No entanto, no terceiro dia do protocolo todos os grupos tratados com
abatacept apresentaram menor niimero de células CD8" que o grupo tratado com salina
(6,0+3,2 células CD8") (p=0,047). Nos demais dias a contagem de células CD8" ndo
mostrou diferenga significante (Figura 8, Tabela 5).

O ntmero de células CD30" também ndo mostrou variagdo significante ao
longo do curso temporal nos grupos salina (p=0,238), ABA 3,2 (p=0,054), ABA 8
(p=0,161) ou ABA 20 (p=0,228). Porém, no terceiro dia do protocolo os grupos tratados
com as duas maiores doses de abatacept apresentaram contagem de células CD30" maior

que o grupo salina ou ABA 3,2 (p=0,042). Nos demais dias do protocolo os grupos nao
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diferiram significativamente (Figura 8, Tabela 5).

Quando se avalia a rela¢do entre células CD8/CD30" observa-se que o grupo
salina e o grupo ABA 3,2 mostram reducdo significante da relagdo de células
CD8"/CD30" do 3° para o 7° dia do protocolo (p<0,001 e p=0,003, respectivamente), ao
passo que os grupos ABA 8 (p=0,435) e ABA 20 (p=0,553) ndo mostraram variagao
significante da relagdo entre células CD8"/CD30". A relagdo entre células CD8"/CD30"
mostrou-se significativamente reduzida em todos os grupos tratados com abatacept em
relagdo ao grupo salina (p<0,001) no 3° dia do protocolo. Nos demais dias ndo houve

variagdo significante na relagio entre células CD8"/CD30" (Figura 8, Tabela 5).

Tabela 5: Perfil celular de ratos tratados com Abatacept submetidos a modelo de ulcera

traumadtica em mucosa jugal.

Dias
1 3 7 14 21 p-Valor*  p-Valor’
Linfécitos CD8*
Salina - 6,0+£3,2 1,041,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,729 0,047
ABA 3.2 - 0,9+0,6* 1,0+0,4 0,240,2 0,0+0,0 0,245
ABAS8,0 - 0,7+0,5* 1,140,7 0,2+0,2 0,0+0,0 0,288
ABA 20,0 - 0,6+0,4* 0,7+0,7 0,0+0,0 0,0+0,0 0,564
Linfocitos CD30*
Salina - 10323 203+57  18,0+44 18,7475 0,238 0,042
ABA 3.2 - 6,9+2,1 11,6£2,5 21,045, 150£3,0 0,054
ABA 8,0 - 28,3£9,4%  9,5%1.2 17,8+4,0 1232,7 0,161
ABA 20,0 - 27,8+11,8%  9,5+1,5 14,5+4,1 4,0+1,1 0,228
Relacio
CD8'/CD30*
Salina - 1,91£0,56  0,05£0,02  0,07£0,02  0,04£0,01  <0,001  <0,001
ABA3.2 - 0,33£0,09*  0,12£0,03  0,07+0,02  0,09£0,02 0,003
ABA3B,0 - 0,34£0,15%  0,16£0,03  0,12£0,04  0,16£0,07 0,435
ABA 20,0 - 0,16£0,09%  0,20£0,05  0,0240,02  0,20+0,06 0,553

*Teste ANOVA-1-way/Bonferroni; "Teste ANOVA-2-way/Bonferroni (média+EPM)

*p<0,05 versus dia Salina; **p<0,05 versus ABA 3,2 e ABA 8,0; 'p<0,05 versus dia 1; "p<0,05, versus dia 7.
ABA = Abatacept
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Andlise do perfil imunoinflamatorio

Todos os grupos apresentaram uma alta expressao citoplasmatica para iNOS
no tecido conjuntivo trés, sete e quatorze dias apds a ulceracao (mediana = 3). Nos grupos
salina (2, 2-3), ABA 3,2 (1, 1-3) e ABA 8 (1, 1-2) houve redugdo significante da expressao
para iNOS no 21° dia ap6s a inducdo da tlcera. O grupo ABA 20 ndo mostrou variagao
significante dos escores de imunomarcacdo para iINOS ao longo do protocolo
experimental, demonstrando valores (3, 2-3) significativamente superiores aos demais

grupos no 21° dia (Figura 8, Tabela 6).

Abatacept (mg/kg/semana)

Figura 8: Imunoexpressdo para iNOS em mucosa jugal ulcerada de ratos em tratamento

com Abatacept (Aumento: 200x; Barra = 100 um).
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A expressao para IL-1B mostrou-se elevada em todos os grupos no 3° e 7° dia
apods a inducdo da ulcera. Nos grupos salina (2, 0-2) e ABA 3,2 (2, 0-3) houve redugdo
significante da expressdo para IL-1 a partir do 14° dia experimental. No grupo ABA 8 a
redugdo so ocorreu a partir do 21° dia (2, 1-3), e no grupo ABA 20 mg/kg/semana ndo
houve variagao significante na expressao de IL-1f ao longo do curso temporal (p=0,099),
estando significativamente elevados em rela¢do ao grupo salina no 14° (p=0,007) e 21°

(p=0,011) dia (Figura 9, Tabela 6).

Abatacept (mg/kg/semana)

Figura 9: Imunoexpressdo para IL-13 em mucosa jugal ulcerada de ratos em tratamento

com Abatacept (Aumento: 200x; Barra = 100 um).

O grupo salina apresentou escores para IL-6 baixos ao longo de todo o
protocolo (p=0,587). Os grupos ABA 3,2 (p=0,012) e ABA 8 (p=0,031) apresentaram
reducdo dos escores a partir do 21° dia, e o grupo ABA 20 demonstrou escores altos ao

longo de todo o curso temporal sem variagao significante (p=0,589) apresentaram escores
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elevados ao longo de todo o protocolo. No 3° dia os grupos ABA 8 (3, 3-3) e ABA 20 (3,
3-3) mostraram escores significativamente superiores comparados ao grupo salina. Nos
7°, 14° e 21° dias, todos os grupos tratados com abatacept exibiram escores

significativamente mais altos para IL-6 que o grupo salina (Figura 10, Tabela 6).

Abatacept (mg/kg/semana)

Salina | 3,2 8 20

Figura 10: Imunoexpressao para IL-6 em mucosa jugal ulcerada de ratos em tratamento

com Abatacept. (Aumento: 200x; Barra = 100 um).

O grupo salina mostrou baixa expressao para IL-10 no 3° (2, 1-3) e 7° (2, 2-
3) dia, com aumento significante apenas a partir do 14° dia (3, 3-3) (p=0,020), enquanto
os grupos tratados com abatacept ndo mostraram variagdo significante dos escores para
este marcador ao longo do curso temporal. Os escores para IL-10 dos grupos tratados com
abatacept mostraram-se significativamente superiores no 3° e 7° dia (medianas = 3) apds
a ulceragdo em relacdo ao grupo salina (p=0,026 e p=0,016, respectivamente). Nao houve

diferenca significativa na expressao para IL-10 entre os grupos no 14° e 21°dia (Figura
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11, Tabela 6).

Abatacept (mg/kg/semana)

Figura 11: Imunoexpressdo para IL-10 em mucosa jugal ulcerada de ratos em tratamento

com Abatacept (Aumento: 200x; Barra = 100 pm).
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Tabela 6: Escores de imuno-histoquimica para marcadores inflamatorios no tecido
conjuntivo de ratos tratados com Abatacept em diferentes doses e submetidos a modelo

de ulcera oral.

Dias
3 7 14 21 p-Valor
iNOS
Salina 3(3-3) 3(2-3) 3(2-3) 2 (2-3)f 0,006
ABA3,2 3(2-3) 3(3-3) 3(3-3) 1 (1-3)f 0,002
ABA 8,0 3(2-3) 3 (2-3) 3(2-3) 1(1-2)f 0,013
ABA 20,0 3(1-3) 3(2-3) 3(0-3) 3 (2-3)** 0,586
p-Valor 0,288 0,697 0,724 0,026
IL-1p
Salina 3(3-3) 3 (2-3) 2 (0-2)f 0 (0-1)* <0,001
ABA3,2 3(3-3) 3(2-3) 2 (0-3)f 1(0-2)f 0,002
ABA 8,0 3(3-3) 3(3-3) 2,5 (1-3) 2 (1-3)f 0,047
ABA 20,0 3(3-3) 3 (2-3) 3 (2-3)* 3 (3-3)* 0,099
p-Valor 1,000 0,752 0,007 0,011
IL-6
Salina 2 (0-3) 1(1-2) 1(1-2) 1(1-2) 0,587
ABA 3,2 2 (1-3) 3(2-3))* 3 (2-3)* 1(1-3)* 0,012
ABA 8,0 3(3-3)*  3(3-3)*  3(3-3)* 2,5(2-3)* 0,031
ABA 20,0 3(33-3)*  3(3-3)* 3(3-3)* 3(2-3)* 0,589
p-Valor 0,040 <0,001 0,003 0,004
IL-10
Salina 2 (1-3) 2(2-3) 3(3-3)f 3(3-3)f 0,020
ABA3,2 3(1-3)* 3 (2-3)* 3(2-3) 3(2-3) 0,504
ABA 8,0 3(2-3)* 3(3-3)* 3(2-3) 3(3-3) 0,554
ABA 20,0 3(1-3)*  3(3-3)* 3(1-3) 3(3-3) 0,253
p-Valor 0,026 0,016 0,451 0,993

Dados expressos em forma de mediana (minimo - maximo); fp<0,05 versus dia 3; *p<0,05 versus grupo

salina no mesmo dia; **p<0,05 versus grupo Aba 3,2 e Aba 8 Teste de Kruskal-Wallis/Dunn. ABA =
Abatacept. 0 = 0% de células marcadas; 1 = 1-33% de células marcadas; 2 = 34-66% de células marcadas;

3 =67-100% de células marcadas (Brizeno et al., 2016).
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Ensaio de permeabilidade vascular

O grupo salina apresentou elevado extravasamento relativo de proteinas no
1°, 3° e 7° dia apos a ulceragdo, havendo redugao significante deste parametro a partir do
14° dia apos a ulceragao (p<0,001). O ABA 8 ndao mostrou variacao significante na
permeabilidade vascular ao longo do curso temporal (p=0,094), com valores
significativamente inferiores ao grupo controle no 1°, 3° e 7° dia ap6s a indugdo da tlcera

(p<0,001) (Figura 12).
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Figura 12: Ensaio de permeabilidade vascular por Azul de Evans em ratos tratados com

Abatacept submetidos a modelo de ulcera traumdatica em mucosa jugal.

*p<0,05, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (MédiatEPM). ABA = ABATACEPT.

Andlise hematologica

O grupo ABA 8mg/kg/semana apresentou antes da inducdo das tlceras maior
nimero médio de leucdcitos totais circulantes (9750+317) em relagdo ao grupo salina
(7867+420) (p=0,012). Esse aumento ocorreu devido ao elevado niumero de neutrofilos
(1601432 versus 691£188, p=0,005) e linfocitos (7995+£260 versus 6798+415, p=0,023)
circulantes. O nimero médio de eosinofilos (Salina = 53+33; ABA 8 = 52+430; p=0,981)
e monocitos (Salina = 48+15; ABA 8 = 103+59; p=0,317) circulantes ndo diferiu

significativamente entre os grupos.
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Discussao

No presente estudo pode-se observar que, apesar de ndo haver diferenca
significativa da variacdo de massa corporea entre os quatro grupos experimentais, a
avaliagdo clinica demonstrou redu¢do da area de tlcera mais intensa nos grupos tratados
com abatacept de forma dose dependente. Esse avango no reparo tecidual foi associado
ao aumento da colagénese e redugdo do infiltrado inflamatorio e da permeabilidade
vascular. Porém, paradoxalmente, a analise histologica demonstrou que o grupo tratado
com a maior dose mostrou retardo da cicatrizagdo associado a elevados niveis de IL-1,
IL-6 e iNOS.

As primeiras células inflamatorias que chegam no local lesionado (tlcera) sao
os neutrofilos, responsaveis pelo controle de infec¢des (PARK and BARBUL, 2004). No
nosso estudo foi observado aumento do numero de polimorfonucleares neutrofilos nas
primeiras 24 horas nos grupos experimentais e reducao gradual desse nimero. No entanto,
no grupo ABA 20 esse numero permaneceu baixo desde o inicio do protocolo, porque o
abatacept modula negativamente a expressdo de moléculas de adesio como ICAMI
(molécula de adesdo celular 1), VCAM-1 (molécula de adesdo celular-vascular 1) e E-
selectina na superficie de células endoteliais (BONELLI et al., 2013; CUTOULO et al.,
2015). Essa redugdo do infiltrado de cé€lulas polimorfonucleares foi acompanhada da
redu¢do da permeabilidade vascular nos primeiros sete dias apds a ulceracdo com o
aumento de neutrofilos no sangue circulante.

Seguindo o processo cicatricial, migram para a regido de ulcera células
mononucleares como macrofagos (48 a 96 horas) e linfocitos T (cinco a sete dias) (PARK
and BARBUL, 2004; WANG et al., 2007; GLIM et al., 2013). Um menor nimero de
mononucleares foi observado nos grupos abatacept de maior dose no periodo de sete dias.
Essa reducao parece ocorrer devido ao papel da molécula CTLA4-Ig (abatacept) na
alteracdo do formato celular dos mondcitos que passam do formato poligonal para um
formato arredondado, dificultando a transmigragdo dessas células. Além disso, também
ha redugdo da expressdo das moléculas de adesdo contribuindo com a reducdo da
migracao de mononucleares para o sitio inflamatorio levando a manutengao de elevados
niveis de linfocitos no sangue circulante (BONELLI et al., 2013).

Simultaneamente a eventos celulares, a cicatrizagdo ¢ também dependente de
eventos vasculares, como coagulacdo, extravasamento celular e angiogénese (HART,

2002; GLIM et al., 2013). A coagulagdo inicia-se com a formacao do tampao primario
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através das plaquetas, que, juntamente com os mastdcitos proximos aos vasos lesados,
liberam histamina, bradicinina e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que
sd0 os principais responsaveis pela permeabilidade vascular, e o VEGF pela angiogénese
(KVIETYS and GRANGER, 2012; GLIM et al., 2013). Observamos em nosso estudo,
no periodo de sete dias de avaliagdo, que o grupo ABA 3,2 apresentou maior nimero de
vasos com relagdo ao grupo salina. Esse valor, entretanto, reduziu progressivamente nas
demais doses, de forma que o grupo ABA 20, apresentou contagem significativamente
menor que o grupo salina. A redug¢ao gradual do numero de vasos neoformados se deve
ao efeito do abatacept no bloqueio dos receptores do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGFR2), previamente descrito por Cutoulo et al. em 2015. Segundo os
autores, esse bloqueio ocorre de forma dose dependente, igualmente observado neste
estudo. Tem-se sugerido ainda que esse mecanismo exerce a¢do compensatoria com
elevagdo da sintese de IL-1p, IL-6 e TNF-a na tentativa de elevar a expressao de VEGF,
realizado por macréfagos (KVIETYS and GRANGER, 2012), como observado nos
grupos tratados com as maiores doses de abatacept.

O bloqueio de mediadores pro-angiogénicos pelo abatacept (CUTOULO et
al., 2015) também pode estar relacionado a reducdo da permeabilidade vascular. A
permeabilidade vascular ¢ inicialmente dependente de histamina, bradicinina e
posteriormente do VEGF, produzidos principalmente por plaquetas e mastocitos. Em
seguida, a permeabilidade passa a ser mais fortemente dependente de VEGF, produzido
por macrofagos e células endoteliais, apos estimulo de citocinas inflamatdrias,
aumentando a interdependéncia desse bloqueio de citocinas moduladas pelo abatacept
(KVIETYS and GRANGER, 2012; GLIM et al., 2013).

O abatacept ndo interferiu significativamente nos marcadores pro-
inflamatorios (IL-1B, IL-6 e iNOS) nos primeiros dias do processo inflamatorio,
aumentando, de forma dose dependente no final do protocolo experimental.
Contrariamente, os niveis de IL-10 (citocina anti-inflamatéria) estavam
significativamente mais elevados no inicio do curso temporal, mantendo-se elevado de
forma dose-dependente ao longo do protocolo experimental.

Citocinas pro-inflamatérias como a IL-1B e a IL-6 s3o principalmente
produzidas por macrofagos e estimulam células endoteliais a produzir mediadores pro-
angiogénicos (KVIETYS and GRANGER, 2012), como a iNOS (VERA et al., 1996).
Com a reducdo do niimero de vasos de forma dose dependente, ocorre aumento

compensatorio da produ¢do de 6xido nitrico para ativacdo do Fator Nuclear kappa B (NF-
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kB) e angiogénese em células endoteliais (PABER and SESSA, 2007; KVIETYS and
GRANGER, 2012).

E interessante notar que, apesar desse efeito antiangiogénico, nos grupos
tratados com elevadas doses de abatacept houve aumento da deposi¢cdo de colageno.
Infere-se que esses achados sdao decorrentes dos altos niveis de IL-10, pois essa citocina
¢ produzida principalmente através da diferenciacdo de células Th 2 ou Treg e apresentam
importante papel imunomodulador da atividade e numero de fibroblastos e da deposi¢ao
de colageno (MAYNARD et al., 2007).

Estudos prévios evidenciaram o papel de células Treg na cicatrizagao cutanea
(NOSBAUM et al., 2016) e associaram sua redugdo a doengas autoimunes (ALVAREZ-
QUIROGA et al., 2011) e ao desenvolvimento de Ulceras aftosas recorrentes em seres
humanos (LEWKOWICZ et al., 2008). Também foi evidenciado que sua deficiéncia
impacta negativamente na producdo de IL-10 e TGF-B (Fator de Crescimento
Transformante beta), relacionados com a imunomodulagdo da produgao de fibroblastos e
colageno (MAYNARD et al., 2007), e seu efeito positivo na producao de receptor do fator
de crescimento endotelial (EGFR) (NOSBAUM et al., 2016).

Apesar de o abatacept exercer agdo inibitoria em LT (RUDERMAN and
POPE, 2006), tem sido demonstrado que ele ndo altera a quantidade de células Treg
(RAZMARA et al., 2008; KO et al., 2010) mas sim sua atividade (ALVAREZ-QUIROGA
et al., 2011), levando ao aumento da sintese de citocinas como IL-10 e transposi¢do para
uma resposta Th2 (MAYNARD et al., 2007). Mesmo sem varia¢do significativa no
numero de LTCD8" ¢ LTCD30" ao longo do curso temporal nos grupos experimentais,
foi observada reducdo significativa da relagdo entre o niimero de células CD8"/CD30"
nos grupos tratados com abatacept no terceiro dia ap6s ulceragdo. O balango da atividade
Th1 (CD8) — Th2 (CD30) esta diretamente associado ao aumento da produgdo de IL-10
(PELLEGRINI et al., 2003) e de deposi¢do de colageno (SZIKSZ et al., 2015), conforme
visto neste estudo.

O controle da sintese de citocinas pro-inflamatorias pode acelerar o processo
de cicatrizagao tecidual e fibrose (WATANABE et al., 2014), como visto nesse estudo.
Porém, a supressdao desses mediadores provocada por modulacdo Thl — Th2 de forma
excessiva suprime o reparo levando ao aumento compensatério dos mediadores pro-
inflamatérios € moléculas vasoativas tardiamente (OLIVEIRA ef al., 2016) retardando a

cicatrizagao tecidual.
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Conclusao

O tratamento com Abatacept reduziu o diametro da ulcera, a migracdo de
células inflamatorias, a relagdo CD8*/CD30" e a permeabilidade vascular e aumentou a
colagénese e a expressdo de IL-10 no inicio do protocolo. Porém, na maior dose (ABA
20), houve retardo do reparo, redugdo do nimero de vasos e prolongamento da expresséo
de iNOS, IL-1p e IL-6.
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5. Conclusao Geral

O abatacept acelera a cicatrizacdo de Ulceras orais através de reducdo da
migracdo de células inflamatorias, mas sobredoses desse farmaco levam ao retardo do

reparo e prolongamento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias.
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Anexo A — Seguimento do Regimento Interno

Art. 46 — As dissertactes e as teses apresentadas ao Programa de Pés-Graduacac
em QOdontolegia da Universidade Federal do Ceara poderde ser produzidas em formate
alternativo ou tradicional. O formato alternativo estabelece: a critério do crientador e com a
aprovacdc da Coordenacdc do Programa, que os capitulos e os apéndices poderdc conter
copias de artigos de autoria ou co-autoria do candidato, publicados ou submetidos para
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

publicagdc em revistas cientificas, escrites no idicma exigido pele veiculo de divulgacac.

§1° - O orientador e o candidato deverdo verificar junto as editoras a possibilidade
de inclusao des artigos na dissertacao ou tese, em atendimento a legislagdo que rege o
direitc autoral, obtendo, se necessaria, a competente auforizacdo, deverdo assinar
declaragado de que nac estao infringindo o direito autoral transferide a editora.

§2° - A dissertacdo e a tese em formatos tradicicnais ou formatos alternatives
deverdo seguir as normas preconizadas pelo Guia para Mormalizagdo de Trabalhos
Académicos da Biblicteca Universitaria disponivel no sitio http:/f'www.biblioteca.ufc.br. As
partes especificas do formato alternative deverdc ser feitas em concordancia com o
Manual de Normalizagcdo para Defesa de dissertacdo de Mestrado e tese de Doutorado no
formato Alternativo do PPGEQO, dispenivel no sitio http://www.ppgo.ufc.br.
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Universidade Federal do Ceara, em reuniio em 20 de dezembro de 2016.

[Vigéncia do projeto 1012017 20112018

fEspécie/Linhagem |Rato heterb;génico/Wisi; 7 ‘
'N° de Animais I e N &

b, 0w o W e T
ETIEN S N (T S
Origem ABirotériio ?entral da UIlCi

Fortaleza, 22 de dezembro de 2016

Coordenador do CEUA UFC

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
RODRIGO JOSE BEZERRA DE SIQUEIRA
COORDENADOR DA COMISSAQ DE ETICA E B USH Cam
ANIMAIS - CEUA/UFC - Matricula Siape: 1526734



